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실험실에 들어온 지 얼마 되지 않은 것 같은데 벌써 졸업을 앞두고 
감사의 글을 쓰게 되어 감회가 새롭습니다. 많은 분들의 도움으로 
제가 무사히 졸업을 할 수 있었습니다. 이 글을 통해 조금이나마 
그분들께 감사한 마음을 전하고자 합니다.  
먼저 부족한 저를 학생으로 받아주시고 많은 것을 배울 수 있는 
기회를 주신 김주항 교수님께 감사 드립니다. 그리고 실험에 대한 
방향을 제시해 주시고 조언과 칭찬으로 열심히 할 수 있도록 도와 
주신 송재진 교수님께도 감사 드립니다. 또한, 제 논문을 심사하시 
면서 제 연구 방향에 대한 조언과 격려를 아끼지 않으셨던 윤호근 
교수님께도 감사 드립니다. 
처음 암 연구소에 들어왔을 때 설렘보다는 걱정이 앞섰지만 좋은 
실험실 선배들과 동료들을 만나서 힘든 대학원생활도 즐겁게 할 수 
있었고, 함께 했던 이 시간들이 좋은 추억으로 남을 것 같습니다. 
실험실의 맏언니로써 항상 후배들을 아껴주고 챙겨주며 더 많은 것을 
알려주려고 노력하는 마음이 따뜻한 소영언니, 동물실험을 가르쳐 
주시고 실험에 대한 많은 조언을 해주시던 동욱선생님, 성실하며 
친절하신 철수선생님, 그리고 지금은 졸업해서 다들 실험실에 없지만 
첫 사수로써 실험실에 적응할 수 있게 도와주고 짧은 시간 동안 
열심히 알려준 세은언니, 두번째 사수로써 아껴주고 챙겨주며 항상 
친절하게 알려주던 지나언니, 항상 막내라고 챙겨주고 실험 노하우를 
많이 알려주던 자상한 수진언니, 서로 격려하고 의지하며 같이 배우 
고 공부하던 정 많고 마음 따뜻한 은경언니, 대학교 친구로써 실험실 
적응하는데 많은 도움을 주고 서로 격려하며 의지하던 승하까지 
모두에게 진심으로 감사 드립니다. 
제가 어떠한 선택을 하더라도 언제나 저를 응원해 주시고 격려해 
주시며 지지해 주신 저희 부모님, 너무 사랑하고 감사 드립니다. 또한, 
항상 제 편이 되어주고 응원해주는 속 깊고 마음 따뜻한 동생 가연이, 
너무 고맙고 사랑합니다.         
그리고 마지막으로 제가 슬플때나 기쁠때나 항상 옆에 있어주고 
아껴준 병주오빠, 진심으로 고맙습니다. 
암연구소에서 보낸 시간들은 제가 앞으로 살아가는데 있어서 커다란 
밑거름이 되고 소중한 추억으로 남을 것 같습니다. 여기서 배운 
것들을 토대로 사회에 나가서 더 많은 것을 배우고 겪으며 성숙한 
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Decorin은 small leucine-rich proteoglycan으로 종양의 혈관형성
을 억제하고 바이러스의 확산을 도와주는 역할을 하며, EGFR(epider 
-mal growth factor receptor)과 HER2(human epidermal growth 
factor receptor 2)에 작용하여 하위 신호전달을 억제하는 작용을 한
다. TGFβ (transforming growth factorβ)는 정상세포나 초기 암세포
에서 세포의 성장과 분화를 억제하지만 진행된 암에서는 성장과 전이
를 촉진하고, 특히 유방암에서는 RTK(receptor tyrosine kinase) 중 
EGFR과 HER2의 활성을 돕는 역할을 한다. 따라서 본 연구에서는 
아데노바이러스를 이용하여 decorin과 shTGFβ1 유전자를 전달하여 
EGFR과 HER2를 통한 암의 증식과 생존에 관련된 신호전달을 차단
하고 혈관형성을 억제하며 종양 선택적 살상 아데노바이러스의 확산
을 증가시킬 때 항종양 효과의 개선 여부를 확인하고자 본 연구를 진
행하였고 다음과 같은 결과를 얻었다. EGFR을 과발현하는 MCF7과 
MDAMB231 유방암 세포주에 HER2 유전자를 넣어 세포주를 제작하
였고, Western blot을 시행하여 HER2 유전자를 도입시킨 두 유방암 
세포주 모두에서 암의 증식과 생존에 관련된 신호의 발현량과 EGFR
이 증가한 것을 확인하였다. 또한 군락형성분석(clonogenic assay)을 






에서 증식능력이 더 강한 것을 확인하였다. 위의 결과를 확인하기 위
한 방법으로 원래 두 수용체를 가지고 있는 BT474 세포에 shHER2 
바이러스를 처리한 뒤 Western blot을 수행하여 암의 증식과 생존에 
관련된 모든 인산화된 신호들의 발현량과 EGFR이 감소하는 것을 확
인하였다. 이와 같은 결과를 바탕으로 EGFR과 HER2는 서로의 발현
량에 영향을 미치고, 두 수용체가 발현되었을 때 암의 증식과 생존에 
관련된 신호전달이 강해지고 증식능력이 증가하는 것을 확인하였다. 
그리고 MDAMB231에 HER2를 도입시킨 세포주에서 shTGFβ1 바이
러스가 shTGFβ2 바이러스보다 더 효과적으로 세포의 증식을 감소시
키는 것을 확인하였다. 또한 EGFR과 HER2에 작용하는 주된 ligand
인 EGF(epidermal growth factor)가 기존 세포주에 비해 HER2 유전
자를 도입시킨 유방암 세포주에서 발현량이 증가되어있고, 특히 MDA 
MB231에 HER2 유전자를 도입시킨 세포주에서 현저히 많은 EGF가 
발현되어 있는 것을 확인하였다. MDAMB231에 HER2 유전자를 도입
시킨 세포주에 shTGFβ1 바이러스를 처리하면 EGF의 발현량이 급격
히 감소하는 것을 ELISA로 확인하였고, shTGFβ1 바이러스를 처리하
여 EGF의 발현량이 낮아졌을 때 외부에서 EGF를 넣어주면 하위 신
호들이 다시 활성화되는 것도 확인하였다. 이것으로 EGFR과 HER2
에 작용하는 주된 ligand는 EGF이고 이 EGF는 TGFβ1에 의해 조절
된다는 것을 확인하였다. 또한 면역침강법(Immunoprecipitation)을 
수행하여 decorin이 EGFR에 결합하는 것을 확인하였고, decorin 발






real-time PCR로 확인하였다. 따라서 decorin은 EGF에 경쟁적 억제
제로써 EGFR에 작용하여 하위 신호전달을 억제하고 그 결과 TGFβ1
의 유전자 발현(gene expression)을 감소시킨다는 결과를 얻었다. 그 
다음으로 decorin이 혈관형성인자인 VEGFA(vascular endothelial 
growth factor A)와 HIF1α(hypoxia-inducible factor 1-alpha)의 발현
량을 감소시키는 것을 확인하였고, 따라서 decorin이 혈관형성을 억
제한다는 사실을 증명하였다. 위와 같은 결과를 바탕으로 decorin과 
shTGFβ1을 동시에 발현하는 아데노바이러스를 제작하여 decorin을 
발현시키고, 효과적으로 TGFβ1의 mRNA를 감소시키는 것을 확인하
였다. 생체 내에서 이와 같은 역할들에 의해 항종양 효과가 있는지 
확인하기 위하여 종양 선택적 살상 아데노바이러스들을 제작하여 동
물실험을 진행하였다. Decorin, shTGFβ1을 탑재한 각각의 종양 선택
적 살상 아데노바이러스 그리고 decorin과 shTGFβ1 두 유전자를 탑
재한 종양 선택적 살상 아데노바이러스는 모두 대조군 (PBS, NC)에 
비해 종양의 크기를 줄이는데 효과가 있어 보였다. 그러나 세 바이러
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유방암은 세계적으로 여성암 중 발생빈도가 가장 높고, 사망률이 
높은 암이다.1 급속히 진행하는 유방암 중 30% 이상은 RTK 의 하나 
인 HER2 가 과발현되어 있으며, 이것은 환자의 좋지 않은 예후와 상 






악성 종양으로의 진행을 촉진할 수 있어 더욱 안 좋은 예후를 나타 
낸다.3,4 
현재 시행되고 있는 암의 치료방법에는 수술, 항암제치료, 방사선 치 
료 등이 있으나 이러한 치료방법에는 한계가 있다. 따라서 이러한 치 
료방법에 대한 한계를 극복하기 위한 방안으로 유전자 치료에 대한 
관심이 대두되고 있다.5 
유전자 치료는 유전적 이상으로 생긴 질병이 있는 사람에게 정상적인 
유전자를 넣어주거나 결함이 있는 부분을 교정해주는 방식으로 
연구되고 있는데, 암 또한 유전자 이상으로 인한 질병이라는 것이 
밝혀짐으로써 암을 치료하기 위해서 유전자 치료를 이용하는 연구가 
활발해졌다. 유전자를 암세포에 전달하기 위해서는 전달체가 필요 
한데, 그 전달체로는 리포좀, 성체줄기세포, 바이러스 등이 있다. 특히, 
바이러스 중에서 아데노바이러스는 다른 전달체에 비해서 안정적이고, 
암을 유발하지 않고, 분열세포와 비분열세포 모두에 감염이 가능하다 
는 장점들을 가지고 있어서 유전자 전달체로 많이 사용되고 있다.6,7 
아데노바이러스는 바이러스 복제에 필요한 역반복서열, 포장신호, 초 
기발현 유전자 그리고 후기발현 유전자 등으로 이루어져 있다. 그 
중에서 초기발현 유전자에 속하는 E1A 는 아데노바이러스가 감염 후 
가장 먼저 발현하는 단백질로써 바이러스 복제에 필수적이다. E1A 
단백질은 세포를 S 주기로 가도록 하여 세포 내에서 아데노바이러스 
가 증식할 수 있게 한다. 따라서 E1A 의 유무에 따라 아데노바이러스 






자에 속하며 E1B19kDa 와 E1B55kDa 두 종류의 단백질로 구분된다. 
그 중 E1B55kDa는 p53과 결합하여 p53의 기능을 불활성화 시킨다 
고 알려져 있다. 이러한 E1B55kDa 의 역할로 인하여 아데노바이러스 
가 세포에 감염되었을 때 세포고사가 일어나는 것을 막아 세포 내 
에서 아데노바이러스가 증식할 수 있게 한다.10,11 그러나 p53 은 암의 
50%정도에서 유전자 변이가 일어나 불활성화되어 있는 것으로 발견 
된다. 따라서 E1B55kDa 가 결함된 아데노바이러스를 유전자 전달체 
로 이용할 경우 정상세포에서는 p53 이 정상적으로 활성화되어 바이 
러스의 증식을 억제하지만 p53 에 변이가 일어난 암세포 에서는 p53 
의 기능이 불활성화되어 있으므로 바이러스의 증식이 가능하게 된 
다.12-14 
암세포는 스스로 영양분과 산소를 조달하기 위하여 혈관을 형성 
하는데 형성된 혈관을 통한 영양분과 산소의 공급은 암세포의 성장을 
촉진시킬 뿐만 아니라 혈관을 통해서 암세포의 전이가 이루어 지기도 
한다.15 Proteoglycan 들은 세포 표면의 ligand 나 수용체에 결합하여 
하위 신호체계에 영향을 끼쳐 종양의 혈관형성을 억제한다고 알려져 
있다.16 그 중에서도 decorin 은 small leucine-rich proteoglycan 으로 
VEGFA와 같은 혈관을 형성하는데 필요한 요소를 억제함으로써 종양 
의 혈관형성을 억제한다고 보고되어 있다.17-19 또한 decorin 은 암의 
성장과 전이를 돕는 TGFβ의 활성을 억제함으로써 간접적으로 암의 
성장을 지연시킨다는 연구가 있다.20 유방암에서 암세포의 공격적인 






졌고, decorin은 RTK 중 특히 EGFR 의 ligand로써 유방암에서 흔히 
형성되는 RTK 의 EGFR-EGFR 결합 수용체(EGFR homodimer)나 
EGFR-HER2 결합 수용체(EGFR-HER2 heterodimer)에 작용하여 
각각의 하위 신호체계의 신호전달을 억제하는 작용을 한다. 이러한 
신호전달의 억제는 암세포의 성장촉진과 세포가 퍼져나가거나 이동 
하는 현상을 억제한다.21-24 또한 decorin 은 아데노바이러스의 확산에 
도움을 주어 바이러스의 효율을 높인다고 알려져 있다.25 
TGFβ는 정상세포 또는 초기 암세포 에서는 세포의 성장과 분화를 
억제하는 사이토카인으로써 역할을 하지만, 암이 진행된 상태에서는 
반대로 암의 성장과 전이를 돕는 사이토카인으로써 역할을 한다.26,27 
대부분의 암세포는 TGFβ를 과 발현하는 것으로 알려져 있고, 특히 
유방암에서는 TGFβ가 EGFR, HER2 등의 RTK 의 활성을 돕는 
것으로 보고되어있다.28-31 그리고 TGFβ는 TGFβ 수용체에 결합하여 
신호를 전달함으로써 EGFR-EGFR 결합 수용체나 EGFR-HER2 결합 
수용체에 결합할 수 있는 EGF, TGFα와 같은 ligand 들의 분비를 
돕고, 분비된 ligand 들은 수용체에 결합하여 암세포의 전이와 성장을 
유도하는 하위 신호체계의 신호전달을 유도한다.2,32 TGFβ는 TGFβ1, 
TGFβ2, TGFβ3 로 나뉘어 진다. 33 
짧은 가닥의 RNA 가 상보적으로 결합할 수 있는 mRNA 와 결합하여 
분해 시킴으로써 특정 단백질의 합성을 저해하는 현상을 RNA inter- 
ference 라고 한다. 그 중에서도 small interference RNA(siRNA)는 






그 이중가닥은 sense 와 antisense 로 분리되며, sense 는 분해되고 
antisense 는 RNA induced silencing complex(RISC)에 의해 특정 
mRNA 에 결합하여 분해시키는 작용을 한다.34,35 siRNA 를 이용하여 
암세포에서 특이적으로 발현되는 유전자의 발현을 억제시키면 좋은 
치료효과를 얻을 수 있을 것으로 기대되나 siRNA 의 큰 단점인 
불안정성 때문에 쉽게 분해되어 체내에서 오래 유지되지 못한다. 
이러한 내용들을 바탕으로 본 연구에서는 암세포로 유전자를 효율적 
으로 전달하기 위하여 아데노바이러스를 전달체로 이용하였고, 암 
세포의 혈관형성 및 성장과 전이를 억제하기 위한 decorin 그리고 
암의 성장과 전이를 돕는 사이토카인인 TGFβ를 억제하기 위하여 
siRNA 의 단점을 보완할 수 있는 siRNA 의 전구체인 small hairpin 
RNA(shRNA)를 아데노바이러스 전달체에 탑재하였다. 이 아데노 
바이러스는 decorin 과 shTGFβ1 을 전달하는 역할뿐만 아니라 암세 
포를 선택적으로 살상하는 항암효과를 가지게 하였다. 따라서 암세포 
내에서 decorin 을 발현시키고 TGFβ1 의 발현은 억제시켜 혈관형성 
과 성장, 전이를 막아주고, 바이러스를 확산시켜 아데노바이러스에 
의한 암세포의 살상을 유도할 때 항암효과의 개선여부를 규명하고자 










Ⅱ. 재료 및 방법 
 
1. 세포 배양 
293A(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), MDAMB231, MCF7, 
BT474(ATCC, Manassas, VA, USA) 세포주는 DMEM배지(Hy- 
Clone, Logan, Utah, USA)를 사용하여 배양하였고, 각 배지에는 
10% 우태아 혈청과 10unit/ml의 Penicillin-Streptomycin, 25mM 
의 HEPES(HyClone)를 첨가하여 사용하였다. 각 세포는 5% 
CO₂를 유지하는 37℃ 항온 배양기에서 배양하였다. 
 
2. 바이러스의 제작 및 생산 
(1) 증식 불능 아데노바이러스 제작 
가) Human decorin의 발현을 증대시키는 아데노바이러스 제작 
pORF-human decorin(Invivogen, Sendiego, CA, USA)으로부터 
PCR을 통해 decorin 유전자를 증폭시킨 후 증폭된 유전자와 
pCA14에 XhoⅠ, EcoRⅤ 제한효소를 처리하여 셔틀벡터에 삽입 
하였다. pCA14-human decorin 셔틀벡터와 dl324-BstBⅠ 아데노 
바이러스의 E1 부분에 상동 재조합을 통해 증식 불능 아데노 
바이러스 dl324 -human decorin을 제작하였다. 
 
나) Human TGFβ1과 human TGFβ2, human HER2의 발현을 
감소시키는 아데노바이러스 제작 
Human TGFβ1과 human TGFβ2, human HER2의 발현을 






(Genolution, Seoul, Korea)에 shRNA를 의뢰하여 human 
TGFβ1과 human TGFβ2, human HER2의 mRNA 발현을 
감소시키는 shRNA를 각각 선정하였다. 이 shRNA를 BamHⅠ과 
HindⅢ(New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) 제한효소로 
처리한 pSP72△E3 셔틀벡터에 삽입하였으며 dl324-IX 아데노 
바이러스 유전자와 상동재조합을 하여 증식 불능한 dl324-human 
shTGFβ1과 dl324-human shTGFβ2, dl324-human shHER2 
아데노바이러스를 제작하였다. 
 
다) Human decorin의 발현을 증대시키고, human TGFβ1의 
발현은 감소시키는 아데노바이러스 제작   
pSP72△E3 셔틀벡터에 삽입된 human shTGFβ1을 dl324 
-BstBⅠ 아데노바이러스의 E3 부분에 상동 재조합을 통해 벡터 
를 제작 한 후 pCA14-human decorin 셔틀벡터와 벡터를 아데노 
바이러스의 E1 부분에 상동재조합을 통해 증식 불능 아데노바이 
러스 dl324 -human decorin-human shTGFβ1을 제작하였다. 
 
(2) 종양 선택적 살상 아데노바이러스 제작 
가) Human decorin의 발현을 증대시키는 아데노바이러스 제작 
먼저 아데노바이러스의 E1 부분에 유전자를 넣기 위하여 셔틀 
벡터를 제작하였다. E1A와 E1B55kDa 유전자를 포함하며 다양한 
제한효소 인식부위를 포함하는 pBSKⅡ-3484 합성유전자를 제작 
하였다. 3484란 아데노바이러스의 앞쪽 유전자인 ITR와 packing 






말한다. 상동재조합이 용이한 pCA14-3484 형태로 바꾸기 위 
하여 이 합성 유전자를 ITR부터 E1A까지 HindⅢ, EcoRⅠ 제한 
효소로 처리한 뒤, pCA14도 같은 제한효소로 처리하여 합성된 
유전자를 삽입함으로써 셔틀벡터를 제작하였다. pORF-human 
decorin(Invivogen, Sendiego, CA, USA)으로 부터 PCR을 통해 
decorin 유전자를 증폭시킨 후 증폭된 유전자를 pCA14-3484에 
XhoⅠ, EcoRⅤ 제한효소를 처리한 후 삽입하여 셔틀벡터를 만들 
었다. 여기에 pCA14-3484-human decorin 셔틀 벡터와 dl324- 
BstBⅠ 아데노바이러스를 E1부분에 상동재조합을 통해 종양을 
선택적으로 살상하면서 decorin을 발현하는 아데노바이러스를 
제작하였다. 
 
나) Human TGFβ1의 발현을 감소시키는 아데노바이러스 제작 
Human TGFβ1의 발현을 감소시키는 아데노바이러스를 제작 
하기 위해 Genolution사(Genolution, Seoul, Korea)에 shRNA를 
의뢰하여 human TGFβ1의 mRNA 발현을 감소 시키는 shRNA를 
각각 선정하였다. 이 shRNA를 BamHⅠ과 HindⅢ(New England 
Biolabs, Ipswich, MA, USA) 제한효소로 처리한 pSP72△E3 셔틀 
벡터에 삽입하였으며 dl324-BstBⅠ 아데노바이러스 유전자와 E3 
부분에 상동재조합을 하였다. E1B55kDa가 결함되고 E1A를 발현 
하는 pCA14-3484 셔틀벡터와 dl324-BstBⅠ-△E3-shTGFβ1 
아데노바이러스의 E1부분에 상동재조합을 통해 종양을 선택적 








다) Human decorin의 발현을 증대시키고 human TGFβ1의 
발현은 감소시키는 아데노바이러스 제작 
증식 불능 아데노바이러스 dl324-human decorin과 증식 불능 
아데노바이러스 dl324-human shTGFβ1에 대한 각각의 효과를 
확인한 후 decorin과 shTGFβ1를 발현하면서 종양 선택적으로 
세포를 살상하는 아데노바이러스를 제작하였다. dl324-BstBⅠ 
아데노바이러스와 pSP72△E3 셔틀벡터를 아데노바이러스의 E3 
부분에 상동재조합을 시켜서 dl324-BstBⅠ-△E3-shTGFβ1을 
제작하였고, 여기에 pCA14-3484-human decorin 셔틀벡터와 
dl324-BstBⅠ-△E3-shTGFβ1 아데노바이러스의 E1부분에 상동 
재조합을 통해 종양을 선택적으로 살상하면서 decorin을 발현 
하고 human TGFβ1의 발현을 억제하는 종양 선택적 살상 아데노 
바이러스를 제작하였다. 
 
제작된 모든 바이러스들은 293A세포에 Lipofectamin을 이용하여 
유전자 도입을 한 후 cytopathic effect(CPE)가 생성되면 293A 
세포를 이용하여 바이러스를 증식시켰다. 증식된 바이러스는 세슘 
에 의한 밀도구배를 이용하여 농축하고 10mM Tris-HCl (PH 
8.0)을 통해 2시간 동안 총 2회 투석하고 저장완충용액 (10mM 
Tris-HCl, 4% sucrose, 2mM MgCl2)에서 2시간 동안 투석한 후 
-80℃ 냉동고에 저장하였다. 바이러스 농도는 end-point dilution 
assay를 이용하여 각 well에서 생성된 CPE개수를 세어 계산 






우태아 혈청을 함유한 DMEM배지를 이용하여 분주하고 다음날 
10-7에서 10-14으로 희석시킨 바이러스를 각 well에 감염시켰다. 
감염 후 8일 동안 형성된 CPE 개수를 세고 다음과 같은 공식을 
이용하여 바이러스의 농도를 구하였다. 
농도(titer) = 1Ⅹ10(CPE 생긴 well 개수/10+5.5)+0.3Ⅹ20 Plaque Forming 
Unit(PFU)/ml 
 
3. HER2 유전자를 도입시킨 유방암 세포주 제작 
(1) pcDNA3.1Hygro+HER2 plasmid 제작 
HER2를 발현하는 plasmid를 제작하기 위하여 pcDNA3 HER2 
plasmid와 pcDNA3.1Hygro+plasmid를 NotⅠ, XbaⅠ 제한효소 
로 처리하여 선택유전자가 들어가있는 pcDNA3.1Hygro+plasmid 
에 HER2를 삽입하였다.  
 
(2) HER2 유전자를 발현하는 유방암 세포주 제작 
MDAMB231, MCF7(ATCC, Manassas, VA, USA) 세포주에 
Lipofectamin을 이용하여 pcDNA3.1Hygro+HER2 유전자를 도 
입한 후 48시간 동안 배양하였다. 유전자가 도입된 세포를 
100mm dish에 1/50, 1/10배로 희석하여 넣어준 후 7~10일 동안 
배양하였다. Plasmid가 들어간 세포와 들어가지 않은 세포를 
선택적으로 구별하기 위하여 배양액은 hygromycin이 포함된 
DMEM배지(HyClone, Logan, Utah, USA)를 사용하여 배양하였다. 
각 배지에는 10% 우태아 혈청과 10unit/ml 의 Penicillin- 






다. 각 세포는 5% CO₂를 유지하는 37℃ 항온 배양기에서 
배양하였다. 7~10일 뒤 plasmid가 들어간 세포는 hygromycin에 
저항성을 가져 군락을 형성하였다. 각각의 군락들을 trypsin 
(Hyclone)을 처리하여 떼어낸 뒤 48well로 옮겨주었다. 이후에 
12well, 6well 을 거쳐 세포의 양을 늘려준 뒤 75T flask에서 
HER2가 발현되는 것을 Western blot으로 확인하였다. 
 
(3) 대조군 유방암 세포주 제작 
      MDAMB231, MCF7(ATCC, Manassas, VA, USA) 세포주에 
Lipofectamin을 이용하여 pcDNA3.1Hygro+유전자를 도입을 한 
후 48시간 동안 배양하였다. 유전자가 도입된 세포를 100mm 
dish에 1/50, 1/10배로 희석하여 넣어준 후 7~10일 동안 배양 
하였다. Plasmid가 들어간 세포와 들어가지 않은 세포를 선택적 
으로 구별하기 위하여 배양액은 hygromycin이 포함된 DMEM 
배지 (HyClone, Logan, Utah, USA)를 사용하여 배양하였다. 각 
배지에는 10% 우태아 혈청과 10unit/ml 의 Penicillin-Strepto 
mycin, 25mM의 HEPES(HyClone)를 첨가하여 사용하였다. 각 
세포는 5% CO₂를 유지하는 37℃ 항온 배양기에서 배양하였다. 
7~10일 뒤 plasmid가 들어간 세포는 hygromycin에 저항성을 
가져 군락을 형성하였다. 각각의 군락들을 trypsin(Hyclone)을 
처리하여 떼어낸 뒤 48well로 옮겨주었다. 이후에 12well, 6well 
을 거쳐 세포의 양을 늘려주었다. 
 






제작된 아데노바이러스가 표적 RNA를 감소시키는지 확인하기
위하여 real-time PCR을 이용하여 cycle threshold (Ct)값을 측정
하여 비교하였다. 세포를 6 well에 각각 2Ⅹ105cell/well로 분주하
여 배양한 후, 다음날 증식 불능 dl324-scrambled shRNA, dl324 
-human shTGFβ1를 각각 0에서 100까지 다양한 multiplicity of 
infection(MOI)별로 감염시킨 후, 이틀 후에 TRIzol®Reagent 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 RNA를 분리하였다. 
분리한 RNA는 PowerSYBR Green RNA-to-CT™ 1 Step Kit 
(Applied Biosystem, Foster, CA, USA)를 이용하여 cDNA 제작 
및 PCR에 사용하였다. PCR은 각 well당 0.4μl의 RT-enzyme 
mix, 25μl의 RT-PCR mix, 10pmol의 forward, reverse primer를 
각각 0.5μl씩, 50ng의 RNA를 넣어 최종 부피가 50μl가 되게 하
여 반응시켰다. 반응조건은 48℃에서 30분간 역전사를 한 후 
95℃에서 10분간 효소를 활성화 시키고 95℃에서 15초, 60℃에
서 1분간 40회 반복하여 반응시켜서 증폭되는 유전자의 값을 AB 
real time PCR기계를 이용하여 Ct값을 측정하고 actin의 Ct값을 
기준으로 값을 보정하여 알아보고자 하는 유전자의 발현량을 확
인하였다. 
 
5. 효소결합면역흡착검사 (ELISA) 
각 바이러스를 처리하였을 때 여러 분비형 단백질의 분비정도 
를 측정하기 위해 ELISA를 시행하였다. 세포를 6well plate의 각 






DMEM배지를 이용하여 바이러스를 처리하였다. 다음날 혈청에 
포함되어있는 사이토카인에 의해 분비된 단백질의 측정이 방해 
되지 않도록 혈청이 포함되지 않은 DMEM배지로 바꾸어 주었다. 
무혈청 배지에서 24시간 동안 배양 후 세포를 배양했던 무혈청 
배지를 거두어 분비된 단백질의 양을 측정하였다. 수거한 배지를 
각 단백질에 맞는 항체가 부착된 well에 넣어 상온에서 두 시간 
동안 반응시키고 항체에 부착하지 않은 단백질을 씻어내었다. 그 
후 측정하고자 하는 단백질과 반응하면서 기질에도 반응할 수 
있는 항체를 넣어 2시간 동안 상온에서 반응시켰다. 단백질과 
반응하지 않은 나머지 항체를 씻어내고 빛을 차단한 상태에서 
기질을 넣어 30분간 반응시켰다. 그 후 정지액을 넣어 반응을 
정지시킨 후 micro plate reader (Molecular devices corporation, 
Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 450nm와 540nm에서 흡광도를 
측정하였으며 표준용량곡선에 따라 분비된 각 단백질의 분비량을 
구하였다. human TGFβ1, human TGFβ2, EGF ligand 모두 
Quantikine ELISA kit (R&D, Minneapolis, MN, USA)를 이용 
하였으며 그에 맞는 설명서에 따라 시행하였다. 
 
6. Western blot 
각 바이러스에 의해 여러 단백질의 발현량 변화를 관찰하기 
위하여 Western blot을 시행하였다. 비교하고자 하는 각 바이러 
스를 2Ⅹ105개의 세포에 감염시킨 후 2일 후에 1Ⅹsample buffer 
(4% SDS, 20% glycerol, 0.004% bromophenol blue, 0.125M 






Rockford, IL, USA)를 이용하여 정량하였다. 각 단백질을 well당 
25μg씩 넣고 SDS-polyacrylamide gel(4% Stacking gel과 10% 
Running gel)을 이용하여 전기영동 후 transfer buffer(2.5mM 
Tris, 200mM Glycine, 30% Methanol)를 이용하여 PVDF 
membrane(Millipore, Billerica, MA, USA)으로 120V에서 2시간 
동안 transfer를 진행한 후 blocking buffer(5% BSA in TBST)을 
이용하여 상온에서 1시간 동안 반응시켰다. 그 후 5% BSA용액 
에 일차항체를 1:200-1:2000까지 각 항체에 맞게 희석하여 4℃ 
에서 하룻밤 동안 반응시켰다. 다음날 TBST로 15분간 3번 세척 
하고 각 일차항체에 맞는 이차항체를 5% BSA용액에 1:2000으로 
희석한 후 상온에서 1시간 동안 반응시키고 다시 TBST로 
10분간 3번 세척하였다. 항체가 붙어있는 membrane을 detec- 
tion kit(ELPIS biotech, Taejon, Korea)을 이용하여 반응시킨 후 
chemiluminescence(Syngene, Frederick, MD, USA)을 이용하여 
각 바이러스를 처리하였을 때 달라진 단백질의 발현양을 확인 
하였다. 이 과정에 사용한 항체는 decorin, β-actin, Src, Hsp27 
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), HER2, 
phospho-HER2, EGFR, phospho-EGFR, ERK, phospho-ERK, 
phospho-Src, stat3, phospho-stat3, Akt, phospho-Akt, p38, 
phospho-p38, phospho-Hsp27, p65, phospho-p65 (Cell 
Signaling Technology, Danvers, MA, USA)이었다. 
 
7. 군락형성분석 (Clonogenic assay) 






생존에 어떠한 영향을 줄 수 있는지 확인하기 위하여 군락형성 
분석을 시행하였다. 6well에 세포를 1Ⅹ103개 분주한 다음 날 
배양액을 5% 우태아 혈청을 함유한 DMEM배지로 바꿔 준다. 
이틀에 한 번씩 배양액을 바꿔주고, 1주 후에 군락형성 정도를 
알아보기 위하여 배양하던 배지를 제거 후 4% paraform- 
aldehyde를 상온에서 5분간 처리하여 고정시키고 0.05% crystal 
violet을 이용하여 1시간 동안 염색 후 물로 세척하여 염색된 
세포를 관찰하였다. 
 
8. 면역침강법 (Immunoprecipitation) 
EGFR이 decorin과 결합하는지 확인하기 위하여 면역침강법을 
시행하였다. HER2 유전자를 도입시킨 세포주를 100mm dish에 
4Ⅹ106개 분주한 다음날 5% 우태아 혈청을 함유한 DMEM배지를 
이용하여 바이러스를 50MOI 처리하였다. 바이러스처리 5시간 후 
배양액을 다시 5% 우태아 혈청을 함유한 DMEM배지로 
바꿔주었다. 2일 후에 400μl의 RIPA buffer(Thermo Scientific, 
Waltham, MA, USA)로 용해시킨 후 10분 동안 얼음에 두고 
상층액만 분리하여 1차항체와 bead를 각 시료에 넣고 4℃에서 
하룻밤 동안 반응시켰다. 다음날 13200rpm에 5분동안 침전시킨 
뒤 침전물을 RIPA buffer로 5번 씻어내고 1Ⅹsample buffer(4% 
SDS, 20% glycerol, 0.004% bromophenol blue, 0.125M 
Tris-HCl)를 30μl 넣어 섞어준 뒤, 95℃에서 10분간 변성시킨 뒤 






9. 사람 종양 모델이 확립된 마우스에서 생체 내 항종양 효과검증 
10% 우태아 혈청을 함유한 DMEM 배지에서 monolayer로 
배양한 유방암 세포를 0.25% Trypsin-EDTA(HyClone, Logan, 
Utah, USA)로 처리한 후 1Ⅹ107/100μl의 생존세포를 Hanks’ 
balanced salt solution(HBSS)로 부유하여 암컷인 BALB/c nude 
마우스 복벽에 피하주사하였다. 암세포이식 후 7일 동안 암이 형 
성될 때까지 관찰하면서 기다렸다. 암세포이식 후 7일경, 암의 크 
기가 50mm3 정도로 성장하였을 때 PBS, 종양 선택적 살상 아데 
노바이러스인 dl324-sh scrambled, dl324-human decorin, dl324 
-human shTGFβ1, dl324-human decorin-human shTGFβ1을 
각각 1Ⅹ108 PFU/50μl 용량으로 2일에 한 번씩 총 3회 종양 내 
로 투여하였다. 종양의 크기는 종양의 최장경(a)과 최장경에 수직 
한 최단경(b)을 각각 측정하여 aⅩb2Ⅹ0.523의 공식으로 산출하 
였다. 
 
10. 면역조직화학염색 (Immunohistochemistry) 
마우스에 형성된 암 조직을 적출하여 10% formaldehyde에 
넣어 상온에서 고정시킨 뒤 70% 에탄올에 탈수를 시켜 파라핀에 
넣어 굳혀서 블록을 만들어 4μm의 두께로 잘라 유리 슬라이드 
위에 올려 xylene과 100%, 90%, 70% 에탄올로 수화시킨 뒤 
면역조직염색을 시행하였다. 이후 0.4% H2O2용액에서 10분간 
반응시켜 내인성 과산화 효소의 작용을 차단시킨 후 일차항체인 






CB40FL, UK)를 넣어 4℃에서 하룻밤 동안 반응시켰다. 이후 
horseradish peroxidase(HRP)가 결합된 이차항체인 anti-rabbit 
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)을 넣어 
상온에서 30분간 반응시키고 3,3’–Diaminobenzidine(DAB)을 
첨가하여 발색정도를 지켜본 후 Harris hematoxyline(BBC 
Biochemical corporation, Stanwood, WA, USA)로 1-3분간 핵을 
염색한 후에 70%, 90%, 100% 에탄올과 xylene 용액에 
침전시키고 커버글라스를 덮어 관찰하였다. 
 
11. 통계 처리 
Graphed PRISM 6.0을 이용하여 그래프 작성 및 t-test를 





















1. HER2 유전자를 도입시킨 유방암 세포주 제작 및 세포의 증식능 
과 세포 내 신호전달 변화 확인 
 
먼저 EGFR 과 HER2 가 둘 다 발현되는 세포주를 만들기 위하여 
EGFR 만 발현되는 MCF7 과 MDAMB231 유방암 세포에 HER2 
유전자를 도입하여 세포주를 제작하였다(그림 1A, 1B). MCF7 에서 
#4 의 세포주가 HER2 를 발현하고(그림 1A), MDAMB231 에서도 
#2 의 세포주가 HER2 를 발현하는 것을 확인하였다(그림 1B). 이 
세포주들을 이용하여 다음 실험을 진행하였다. 기존의 유방암 세포 
주와 HER2 유전자를 도입시킨 유방암 세포주 사이의 세포 내 
신호전달 변화 확인을 위하여 Western blot 을 시행하였다(그림 1C, 
1D). MCF7 #4 세포주에서는 phospho-HER2, phospho-EGFR, 
phospho-Src, phospho-ERK, phospho-Akt 의 발현량이 증가한 
것을 확인할 수 있었고(그림 1C), MDAMB231 #2 세포주에서는 
phospho-HER2, phospho-EGFR, phospho-Src, phospho-ERK 의 
발현량이 증가한 것을 확인할 수 있었다(그림 1D). HER2 유전자를 
도입시킨 모든 유방암 세포주에서 암의 증식과 생존에 관련된 신호 
들이 증가된 것을 확인하였다. 세포의 증식능을 확인해 보기 위하여 
군락형성분석을 통하여 기존의 유방암 세포주와 HER2 유전자를 
도입시킨 유방암 세포주를 비교하였다(그림 2). MCF7 #4 세포주는 






식능이 많이 높아진 것을 확인할 수 있었다(그림 2A). 아래 사진은 
각각의 well을 40배 확대한 것으로 사진상으로 보이지 않는 MCF7 
모세포의 군락형성을 확인하였다. MDAMB231 #2 세포주도 MDA 
MB231 모세포에 비해 두 배정도 군락형성이 많이 되어있는 것 
으로 보아 마찬가지로 증식능이 많이 높아진 것으로 보인다(그림 
2B). 다른 세포주의 증식능을 확인하기 위하여 EGFR 과 HER2 를 
둘 다 발현하는 유방암 세포 BT474 에서 NC 바이러스와 HER2 의 
발현을 감소시키는 복제 불능 shHER2 바이러스를 100 MOI 처리한 
뒤, Western blot 을 시행하여 세포 내 신호전달 변화를 확인하였다 
(그림 3). HER2 의 발현을 감소시켰더니 phospho-Src 을 제외한 인 
산화된 단백질 발현량들이 모두 감소한 것을 확인할 수 있었다. 따 
라서 EGFR 과 HER2 가 둘 다 발현되는 유방암 세포는 EGFR 이나 
HER2 가 하나만 발현되는 세포들보다 생존과 증식에 관련된 단백 
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세포주의 HER2 발현량 확인 및 MCF7, MDAMB231과 각각의 
HER2 유전자를 도입시킨 유방암 세포주에서 세포 내 신호전달 변 
화 비교 
(A), (B) MCF7과 MDAMB231 유방암 세포에 pcDNA3.1 Hygro+ 
HER2 plasmid를 transfection한 후, 2일 후에 1/50, 1/10배로 희석 
하여 100mm dish에 hygromycin이 포함된 배양액을 사용하여 
배양하였다. 7~10일 후 군락들이 형성되었을 때 trypsin을 사용 
하여 떼어낸 후 48well로 옮겨 배양한 뒤 6well, 25T, 75T flask로 
옮겨 세포의 수를 늘렸다. 75T flask로 옮겨졌을 때 일부의 세포를 
얻어 Western blot을 시행하여 각각의 세포에서 HER2가 발현 
되는지 확인하였다. 
(C), (D) MCF7, MDAMB231과 각각의 HER2 유전자를 도입시킨 
세포들을 6well에 2Χ105 cell/well로 배양시킨 후 이틀 뒤 세포를 
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그림 2. MCF7, MDAMB231 과 각각의 HER2 유전자를 도입시킨  
유방암 세포주에서 군락형성능 확인 
MCF7, MDAMB231과 MCF7 #4, MDAMB231 #2 세포들을 6well에 
3X104 cell로 분주하였다. 이틀에 한번씩 5% 우태아 혈청을 함유한 
DMEM배지로 배양액을 바꿔주었다. 1주 후에 군락형성정도를 알아 
보기 위하여 배양액을 제거한 후 4% paraformaldehyde를 상온 
에서 5분간 처리하여 고정시켰다. 그리고 0.05% crystal violet을 
이용하여 1시간 동안 염색 후 물로 세척하여 염색된 세포를 관찰 
하였다. 그림(A)의 아래 사진은 현미경을 이용하여 각각의 well을 











그림 3. EGFR과 HER2를 둘 다 발현하는 BT474에서 HER2의 발  
현을 감소시킨 뒤 세포 내 신호전달 변화 확인 
BT474를 6well에 2Ⅹ105cell/well로 배양시킨 후 다음날 증식 불 
능한 NC, shHER2 바이러스를 100MOI처리하였다. 바이러스 처리 
5시간 후 배양액을 5% 우태아 혈청을 함유한 DMEM배지로 바꿔 
주고, 이틀 뒤 세포를 얻어 Western blot을 시행하여 세포 내의 단 
백질량을 확인하였다. 






2. HER2 유전자를 도입시킨 유방암 세포주에서 TGFβ1 과 TGFβ2 
의 발현량과 shTGFβ1 과 shTGFβ2 아데노바이러스의 효과 확인 
 
MCF7 #4, MDAMB231 #2 세포주에서 TGFβ1 과 TGFβ2 의 
mRNA 발현량을 real-time PCR 로 확인하였다. MCF7 #4 세포주 
에서는 TGFβ1 의 mRNA 발현량이 조금 증가하였다(그림 4A). 
MDAMB231 #2 세포주에서는 TGFβ1 과 TGFβ2 의 mRNA 
발현량이 모두 증가하였다(그림 4C, 4D). 전체적으로 HER2 를 
도입시킨 세포주에서 TGFβ의  mRNA 발현량이  증가한  것을 
확인하였다. 이 결과를 바탕으로 TGFβ1 과 TGFβ2 의 발현을 
감소시키는  실험을  진행하기  위하여  먼저  TGFβ1 의  발현을 
억제시키는 아데노바이러스를 제작하고(그림 5A), MCF7 #4, 
MDAMB231 #2 세포주에서 효과를 확인해보았다(그림 5B~E). 
shTGFβ1 을 발현하는 아데노바이러스를 MCF7 #4, MDAMB231 #2 
세포주에 MOI 별로 감염시켜 세포의 TGFβ1 mRNA 와 단백질 
발현량을  감소시키는지  확인하기  위하여  real-time PCR 과 
ELISA 를 각각 시행하였다. 두 세포주에서 모두 10MOI 를 처리 
하였을 때, 대조군보다 절반 이상의 mRNA 발현량이 감소한 것을 
확인하였다. 50, 100MOI 에서는 바이러스양에 비례하여 더 많이 
감소한 것으로 보였다(그림 5B, 5C). mRNA 발현량만큼은 아니지만 
MOI 가 증가함에 따라 TGFβ1 의 단백질 발현량도 감소한 것을 확 
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그림 4. HER2 유전자를 도입시킨 두 유방암 세포주에서 TGFβ1 과 
TGFβ2 의 mRNA 발현량 확인 
MCF7, MDAMB231 과 MCF7 #4, MDAMB231 #2 세포주들을 6 
well 에 2Ⅹ105cell/well 로 분주한 후 48 시간 뒤에 TRIzol®Rea- 
gent(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 RNA 를 분리하였 
다. 분리한 RNA 는 PowerSYBR Green RNA-to-CT™ 1 Step 
Kit(Applied Biosystem, Foster, CA, USA)를 이용하여 real-time 
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그림 5. TGFβ1 의 발현을 억제하는 복제 불능 아데노바이러스 제작 
및 효과 확인 







<ITR; inverted terminal repeat, Ψ; packaging signal, U6; U6 
promoter> 
(B), (C) MCF7 #4, MDAMB231 #2 세포들을 6well 에 2Ⅹ105 
cell/well 로 분주한 후 다음날 NC, shTGFβ1 아데노바이러스를 10, 
50, 100MOI 로 감염시켰다. 바이러스를 감염시키고 5 시간 후 배양 
액을 5% 우태아 혈청을 함유한 DMEM배지로 바꿔주고, 48시간 뒤 
에 TRIzol®Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 를 이용하여 
RNA 를 분리하였다. 분리한 RNA 는 PowerSYBR Green RNA-to- 
CT™ 1 Step Kit (Applied Biosystem, Foster, CA, USA)를 이용하여 
real-time PCR 을 시행하였다. 
<NC; dl324-sh scrambled, shT1; dl324-human shTGFβ1> 
(D), (E) MCF7 #4, MDAMB231 #2 세포들을 6well 에 2Ⅹ105 
cell/well 로 분주한 후 다음날 NC, shTGFβ1 아데노바이러스를 10, 
50, 100MOI 로 감염시켰다. 바이러스를 감염시키고 5 시간 후 배양 
액을 5% 우태아 혈청을 함유한 DMEM 배지로 바꿔주고, 하루 뒤에 
혈청이 없는 배지로 교체한 뒤, 그 다음날 배지를 얻어 ELISA 를 
시행하였다. 
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그림 6. TGFβ2 의 발현을 억제하는 복제 불능 아데노바이러스 제작 






(A)  shTGFβ2 를 발현하는 복제 불능 아데노바이러스 5 의 구조를  
도식화한 그림이다. 
<ITR; inverted terminal repeat, Ψ; packaging signal, U6; U6 
promoter> 
(B), (C) MCF7 #4, MDAMB231 #2 세포들을 6well 에 2Ⅹ105 
cell/well 로 분주한 후 다음날 NC, shTGFβ2 아데노바이러스를 10, 
50, 100MOI 로 감염시켰다. 바이러스를 감염시키고 5 시간 후 배양 
액을 5% 우태아 혈청을 함유한 DMEM배지로 바꿔주고, 48시간 뒤 
에 TRIzol®Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 를 이용하여 
RNA 를 분리하였다. 분리한 RNA 는 PowerSYBR Green RNA-to- 
CT™ 1 Step Kit(Applied Biosystem, Foster, CA, USA)를 이용하여 
real-time PCR 을 시행하였다. 
<NC; dl324-sh scrambled, shT2; dl324-human shTGFβ2> 
(D), (E) MCF7 #4, MDAMB231 #2 세포들을 6well 에 2Ⅹ105 
cell/well 로 분주한 후 다음날 NC, shTGFβ2 아데노바이러스를 10, 
50, 100MOI 로 감염시켰다. 바이러스를 감염시키고 5 시간 후 배양 
액을 5% 우태아 혈청을 함유한 DMEM 배지로 바꿔주고, 하루 뒤에 
혈청이 없는 배지로 교체한 뒤, 그 다음날 배지를 얻어 ELISA 를 
시행하였다. 







바이러스는 효과가 있는 것을 확인하였다. 그 다음으로 TGFβ2 의 
발현을 억제시키는 아데노바이러스를 제작하고(그림 6A), MCF7 #4, 
MDAMB231 #2 세포주에서 효과를 확인해 보았다(그림 6B~E). 
위와 마찬가지로 shTGFβ2 를 발현하는 아데노바이러스를 MCF7 
#4, MDAMB231 #2 세포주에 MOI 별로 감염시켜 세포의 TGFβ2 
mRNA 와 단백질 발현량을 감소시키는지 확인하기 위하여 real- 
time PCR 과 ELISA 를 각각 시행하였다. 두 세포주에서 모두 10 
MOI 를 처리하였을 때, 대조군보다 30% 이하로 mRNA 발현량이 
감소한 것을 확인할 수 있었다. 50, 100MOI 에서는 바이러스양에 
비례하여 더 많이 감소한 것으로 보였다(그림 6B, 6C). 바이러스를 
처리하였을 때 TGFβ2 의 단백질 발현량도 감소한 것을 확인할 수 
있었다(그림 6D, 6E). 따라서 shTGFβ2를 발현하는 아데노바이러스 
도 효과가 있는 것을 확인하였다. 그 다음으로 효과를 확인한 바이 
러스들을 MCF7 #4, MDAMB231 #2 세포주에 100 MOI 처리한 뒤 
Western blot 을 시행하여 세포 내 신호전달 변화를 비교하였다 
(그림 7). MCF7 #4 세포주에서는 shTGFβ1 바이러스를 처리하였을 
때 phospho-EGFR, phospho-Src, phospho-Stat3, phospho-p65가 
감소한 것으로 보여지고 phospho-Akt, phospho-p38, phospho- 
Hsp27 은 증가한 것으로 보였다. shTGFβ2 바이러스를 처리하였을 
때에는 대조군과 변화가 없거나 phospho-HER2, phospho-EGFR, 
phospho-ERK, phospho-Akt, phsopho-p38 은 증가한 것으로 확인 






러스를 처리하였을 때 phospho-HER2, phospho-EGFR, phospho- 
Src, phospho-Stat3, phospho-p65 가 감소한 것으로 보여지고 
phospho-ERK, phospho-Akt, phospho-p38, phospho-Hsp27 은 
증가된 것으로 확인되었다. shTGFβ2 바이러스를 처리 하였을 
때에는 phospho-HER2, phospho-Src, phospho-Stat3 는 감소하는 
것으로 보이지만 phospho-EGFR, phospho-p38, phospho-Hsp27, 
phospho-p65 는 대조군과 변화가 없고, phospho-ERK, phospho- 
Akt 는 shTGFβ1 바이러스를 처리하였을 때보다 증가한 것으로 
보였다(그림 7B). 이 결과들을 바탕으로 shTGFβ1, shTGFβ2 
바이러스 처리시 phospho-HER2 와 phospho-EGFR 의 발현량 이 
많이 감소된 MDAMB231 #2 세포주에서 shTGFβ1, shTGFβ2 
바이러스를 처리하였을 때 증식능에 어떠한 영향을 미치는지 알아 
보기 위하여 군락형성분석을 시행하였다(그림 8). 대조군에 비하여 
shTGFβ1 바이러스를 처리하였을 때 군락이 훨씬 적게 형성되어 
있는 것을 확인하였다. 그러나 shTGFβ2 바이러스를 처리하였을 
때에는 군락이 대조군보다 더 많이 형성되어있는 것으로 확인되었 
다. 따라서 MDAMB231 #2 세포주에서는 phospho-HER2 와 
phospho-EGFR 을 모두 감소시키는 shTGFβ1 바이러스가 세포의 
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그림 7. HER2 유전자를 도입시킨 두 유방암 세포주에서 shTGFβ1 
과 shTGFβ2 바이러스 처리시 세포 내 신호전달 변화 비교  
MCF7 #4, MDAMB231 #2 세포들을 6well 에 2Ⅹ105cell/well 로 
분주한 후 다음날 NC, shTGFβ1, shTGFβ2 아데노바이러스를 100 
MOI 로 감염시켰다. 바이러스를 감염시키고 5 시간 후 배양액을 5% 
우태아 혈청을 함유한 DMEM 배지로 바꿔주고, 48 시간 뒤, 세포들 
을 이용하여 Western blot 을 시행하였다. 









그림 8. MDAMB231 에 HER2 유전자를 도입시킨 세포주에서 
shTGFβ1 과 shTGFβ2 바이러스 처리 후 군락형성능 확인 
MDAMB231 #2 세포들을 6well 에 2Ⅹ105cell/well 로 분주한 후 
다음날 NC, shTGFβ1, shTGFβ2 아데노바이러스를 100MOI 로 
감염시켰다. 바이러스를 감염시키고 5 시간 후 배양액을 5% 우태아 
혈청을 함유한 DMEM 배지로 바꿔주고, 이틀 후 세포들을 떼어내어 
6well 에 1Ⅹ105cell/well 로 분주한 뒤 이틀에 한번씩 5% 우태아 
혈청을 함유한 DMEM배지로 배양액을 바꿔주었다. 10일 후에 군락 
형성정도를 알아보기 위하여 배양액을 제거한 후 4% paraform- 
aldehyde 를 상온에서 5 분간 처리하여 고정시켰다. 그리고 0.05% 
crystal violet 을 이용하여 1 시간 동안 염색 후 물로 세척하여 염색 
된 세포를 관찰하였다. 








3. TGFβ1 과 EGF ligand 사이의 상관관계 
 
EGFR과 HER2 수용체의 주된 ligand인 EGF의 발현량을 MCF7, 
MDAMB231 과 MCF7 #4, MDAMB231 #2 세포주에서 ELISA 로 
확인하였다(그림 9). MCF7 #4 세포주는 MCF7 에 비해 EGF ligand 
발현량이 증가한 것으로 보였다. MDAMB231 #2 세포주도 MDAMB 
231 에 비해 EGF ligand 발현량이 증가한 것으로 보였고, MDAMB 
231 #2 세포주가 MCF7 #4 세포주보다 EGF ligand 발현량이 훨씬 
많이 증가한 것으로 보였다. 따라서 위의 결과들을 바탕으로 MDA 
MB231 #2 세포주를 이용하여 앞으로의 실험을 진행하였다. 그 다 
음으로 MDAMB231 #2 세포주에서 TGFβ1 의 mRNA 발현량이 
MDAMB231 모세포보다 증가되어 있는 것을 앞의 실험결과에서 
확인하였고(그림 4C, 4D), 이 실험결과를 바탕으로 TGFβ1 을 감소 
시켰을 때 EGF ligand 발현량을 ELISA 로 확인하였다(그림 10). 
shTGFβ1 바이러스를 10MOI 로 처리하였을 때, 대조군의 EGF 
ligand 발현량에 비해 절반 이하로 감소한 것으로 보였다. 50, 100 
MOI 에서는 발현량이 제로여서 그래프가 나타나지 않았다. TGFβ1 
이 감소함에 따라 EGF ligand 발현량도 감소하는 것으로 보였다. 
TGFβ1 과 EGF ligand 사이에 직접적인 연관성이 있는지 확인하기 
위하여 shTGFβ1 아데노바이러스에 의해 차단되었던 세포 내 신호 
전달들이 EGF 단백질을 외부에서 처리하면 다시 연결되는지 (re- 








그림 9. MCF7, MDAMB231 과 각각의 HER2 유전자를 도입시킨 유 
방암 세포주에서 EGF ligand 발현량 확인 
MCF7, MDAMB231 과 MCF7 #4, MDAMB231 #2 세포들을 6well 
에 2Ⅹ105cell/ well 로 분주한 후 다음날 혈청이 없는 배지로 교체 















그림 10. shTGFβ1 바이러스 처리시 EGF ligand 발현량 확인 
MDAMB231 #2 세포를 6well 에 2Ⅹ105cell/well 로 분주한 후 다 
음날 NC 와 shTGFβ1 바이러스를 10, 50, 100MOI 로 처리하였다. 
바이러스 처리 5 시간 후 배양액을 5% 우태아 혈청을 함유한 
DMEM 배지로 바꿔주고, 하루 뒤 혈청이 없는 배지로 교체한 뒤, 
그 다음날 배지를 얻어 ELISA 를 시행하였다. 
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그림 11. 외부에서 EGF 단백질 처리시 rewiring 확인 
MDAMB231 #2 세포를 6well 에 2Ⅹ105cell/well 로 분주한 후 다 
음날 NC와 shTGFβ1 바이러스를 100MOI로 처리하였다. 바이러스 
처리 5 시간 후 배양액을 5% 우태아 혈청을 함유한 DMEM 배지로 
바꿔주고, 이틀 후 각각의 시간별로 EGF 단백질을 외부에서 처리 
한 뒤 세포를 얻어 Western blot 을 시행하였다. 














-β1 바이러스를 100 MOI 로 처리한 뒤 시간별로 EGF 단백질을 
외부에서 처리하여 세포 내 신호전달 변화를 확인하였다(그림 11A). 
대조군에 비해 shTGFβ1 바이러스에 의해 감소되었던 세포 내 신 
호들이 EGF 단백질 처리시 회복되는 것을 확인할 수 있었다. 특히 
10 분 처리시 신호들이 가장 크게 회복되었고, 시간이 지날수록 조 
금씩 약해지는 것으로 보였다. 이에 대한 대조군으로 NC 바이러스 
를 100MOI 처리한 후 시간별로 EGF 단백질을 외부에서 처리하여 
같은 방법으로 확인해 보았다(그림 11B). 그림 11A 와 다르게 NC 
바이러스를 처리한 후 EGF 단백질을 처리하였을 때에는 별다른 
변화가 나타나지 않았다. 따라서 shTGFβ1 바이러스 처리시 대조군 
에 비해 감소되었던 신호들이 EGF 단백질을 외부에서 처리하면 
다시 회복되는 것으로 보아 차단되었던 신호전달이 다시 연결되 
었다고 말할 수 있겠다. 위의 결과들을 바탕으로 TGFβ1 이 EGF 
ligand 의 발현량을 직접적으로 조절하여 EGFR 과 HER2 를 통한 













4. HER2 유전자를 도입시킨 유방암 세포주에서 decorin 아데노 
바이러스의 효과 확인 
 
Decorin이 EGFR의 ligand로써 EGFR에 결합하는지 면역침강법 
을 이용하여 확인하였다(그림 12A). EGFR 항체를 이용하여 면역 
침강을 하였고 Western blot 으로 EGFR 과 decorin 의 발현량을 확 
인하였다. 대조군은 면역침강시 β-actin 항체를 사용였고 따라서 
대조군에서는 EGFR 과 decorin 발현량이 나타나지 않았다. EGFR 
항체로 면역침강을 한 세포시료에서는 EGFR 과 decorin 의 발현량 
이 확인되었다. 같은 조건의 세포시료를 사용하였는지 확인하기 위 
하여 면역침강을 하지않은 세포시료에서 EGFR 과 decorin 의 발현 
량을 확인해 보았다. 대조군 세포시료와 실험군 세포시료 모두에서 
EGFR 과 decorin 이 발현되는 것을 확인할 수 있었다. 따라서 같은 
조건의 시료를 사용하여 대조군과 비교하여 보았을 때 EGFR 과 
decorin 은 결합한다고 보여진다. 위 결과를 바탕으로 decorin 이 
EGFR에 결합하여 EGF ligand의 신호전달을 억제하면 그것이 TGF 
β1 의 유전자 발현에 어떠한 영향을 미치는지 확인해보기 위하여, 
decorin 바이러스 처리시 TGFβ1 의 mRNA 발현량을 real-time 
PCR 로 확인하였다(그림 12B). decorin 바이러스를 처리하면 대 
조군에 비해 TGFβ1 mRNA 의 발현량이 약 40%정도 감소하는 것 
으로 확인되었다. 따라서 decorin은 EGF ligand의 신호전달을 차단 






ssion)이 어느 정도 억제된다는 것이 확인되었다. 그 다음으로 
decorin이 종양의 혈관형성을 억제하는지 확인하기 위하여 decorin 
바이러스 처리시 혈관형성인자들의 mRNA 발현량을 확인하였다. 
VEGFA 는 혈관내피세포성장인자로써 잘 알려져 있고 HIF1α는 
VEGFA 의 발현을 조절한다고 알려져 있어 두 혈관형성인자들의 
mRNA 발현량을 real-time PCR 로 확인하였다(그림 13). VEGFA 의 
mRNA 는 decorin 바이러스 처리시 약 40%정도 감소하는 것을 확 
인할 수 있었다(그림 13A). 그리고 HIF1α도 decorin 바이러스 처리 
시 mRNA 발현량이 약 30%정도 감소하였다(그림 13B). 따라서 
decorin 이 혈관형성인자의 발현을 어느 정도 억제함으로써 혈관형 
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그림 12. EGFR 과 decorin 의 결합 확인 및 decorin 의 TGFβ1 억 
제제로서의 효과 확인 
(A) MDAMB231 #2 세포를 100mm dish 에 4Ⅹ106개 분주한 다음 
날 5% 우태아 혈청을 함유한 DMEM 배지를 이용하여 decorin 바 
이러스를 50MOI 처리하였다. 바이러스 처리 5 시간 후 배양액을 
5% 우태아 혈청을 함유한 DMEM 배지로 바꿔주고, 2 일 후에 세포 
를 이용하여 면역침강법을 시행하였다. 
<WB; Western blot, IP; Immunoprecipitation, mock; 대조군>  
(B) MDAMB231 #2 세포를 6well 에 2Ⅹ105cell/well 로 분주한 후 
다음날 NC 와 decorin 바이러스를 100MOI 로 처리하였다. 바이러 
스 처리 5 시간 후 배양액을 5% 우태아 혈청을 함유한 DMEM 배지 
로 바꿔주고, 48 시간 뒤에 TRIzol®Reagent (Invitrogen, Carlsbad, 






SYBR Green RNA-to- CT™ 1 Step Kit(Applied Biosystem, Foster, 
CA, USA)를 이용하여 real-time PCR 을 시행하였다. 
<NC; dl324-sh scrambled, DCN; dl324-human decorin> 
 
(A)                            (B) 
    
 
그림 13. Decorin 바이러스 처리시 혈관형성관련인자의 발현량 확 
인 
MDAMB231 #2 세포를 6well에 2Ⅹ105cell/well로 분주한 후 다음 
날 NC 와 decorin 바이러스를 100MOI 로 처리였다. 바이러스 처리 
5 시간 후 배양액을 5% 우태아 혈청을 함유한 DMEM 배지로 바꿔 
주고, 48 시간 뒤에 TRIzol®Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA) 를 이용하여 RNA 를 분리하였다. 분리한 RNA 는 Power 
SYBR Green RNA-to- CT™ 1 Step Kit(Applied Biosystem, Foster, 
CA, USA)를 이용하여 real-time PCR 을 시행하였다. 






5. Decorin 의 발현을 유도하고, TGFβ1 의 발현을 감소시키는 아데 
노바이러스 제작 및 효과 확인 
 
Decorin 과 shTGFβ1 을 발현하는 복제 불능 아데노바이러스를 
제작하였다. 그림 14A 는 복제 불능 decorin 바이러스, shTGFβ1 
바이러스, decorin 과 shTGFβ1 두 유전자를 발현하는 바이러스 
각각을 도식화한 그림이다(그림 14A). 먼저 각각의 바이러스를 100 
MOI 로 처리 후 Western blot 을 시행하여 decorin 의 발현여부를 
확인하였다(그림 14B). decorin 을 발현하는 바이러스와 decorin 과 
shTGFβ1 두 유전자를 발현하는 바이러스를 처리한 세포에서 
decorin이 발현되는 것을 확인하였다. 그러나 decorin과 shTGFβ1 
두 유전자를 발현하는 바이러스가 decorin 을 단독으로 발현하는 
바이러스보다 decorin 발현량이 적은 것으로 보였다. 그 다음으로 
각각의 바이러스를 100MOI 로 처리한 후 real-time PCR 을 시행 
하여 TGFβ1 의 mRNA 발현량을 확인하였다(그림 14C). 대조군에 
비해 shTGFβ1 을 단독으로 발현하는 바이러스와 decorin 과 
shTGFβ1 두 유전자를 발현하는 바이러스에서 확실히 TGFβ1 의 
mRNA 발현량이 감소한 것을 확인할 수 있었다. 두 바이러스는 
비슷한 양으로 TGFβ1 의 mRNA 발현량을 감소시키는 것으로 보 
였다. 또한 위의 결과처럼 decorin 도 TGFβ1 의 mRNA 를 어느 정 














(B)                            (C) 
   
 
그림 14. Decorin과 shTGFβ1을 발현하는 복제 불능 아데노바이러 
스 제작 및 효과 확인 
(A) 위에서부터 decorin과 shTGFβ1을 각각 단독으로 발현하는 복 
제 불능 아데노바이러스, decorin 과 shTGFβ1 두 유전자를 발현하 






<ITR; inverted terminal repeat, Ψ; packaging signal, U6; U6 
promoter, hDCN; human decorin> 
(B) MDAMB231 #2 세포를 6well 에 2Ⅹ105cell/well 로 분주한 후 
다음날 NC, decorin, shTGFβ1 을 단독으로 발현하는 바이러스와 
decorin 과 shTGFβ1 두 유전자를 발현하는 바이러스를 각각 100 
MOI 로 처리하였다. 바이러스 처리 5 시간 후 배양액을 5% 우태아 
혈청을 함유한 DMEM 배지로 바꿔주고, 2 일 후에 세포를 이용하여 
Western blot 을 시행하였다. 
<NC; dl324-sh scrambled, hDCN; dl324-human decorin, shT1; 
dl324-human shTGFβ1, shT1 & hDCN; dl324-human decorin- 
human shTGFβ1>  
(C) MDAMB231 #2 세포를 6well 에 2Ⅹ105cell/well 로 분주한 후  
다음날 NC, decorin, shTGFβ1 을 단독으로 발현하는 바이러스와 
decorin 과 shTGFβ1 두 유전자를 발현하는 바이러스를 각각 100 
MOI 로 처리하였다. 바이러스 처리 5 시간 후 배양액을 5% 우태아 
혈청을 함유한 DMEM 배지로 바꿔주고, 48 시간 뒤에 TRIzol®Rea- 
gent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 를 이용하여 RNA 를 분리 
하였다. 분리한 RNA 는 Power SYBR Green RNA-to- CT™ 1 Step 
Kit(Applied Biosystem, Foster, CA, USA)를 이용하여 real-time 
PCR 을 시행하였다.   
<NC; dl324-sh scrambled, DCN; dl324-human decorin, shT1; 






human shTGFβ1>  
 
6. 동물실험을 통한 항종양 효과 확인 
 
동물실험을 위하여 각각의 종양 선택적 살상 아데노바이러스를 
제작하였다(그림 15A). 위에서부터 decorin 을 탑재한 바이러스, sh 
-TGFβ1 을 탑재한 바이러스, decorin 과 shTGFβ1 두 유전자를 탑 
재한 바이러스를 각각 도식화한 그림이다. 복제 불능 아데노바이 
러스와 다르게 앞쪽에 E1A 유전자가 삽입되어있다. 따라서 종양 
세포 내에서 복제가 가능하다. 이 바이러스들을 이용하여 유방암 
세포가 이식된 BALB/c nude 암컷 마우스에 각 그룹별로 총 3 회 
주사하여 30 일 이상 관찰하였다(그림 15B). PBS 를 처리한 그룹은 
시간이 지날수록 꾸준하게 종양의 크기가 커지고 있고, NC 바이 
러스를 처리한 그룹은 PBS 를 처리한 그룹만큼은 아니지만, 유전 
자가 탑재된 바이러스를 처리한 그룹들에 비해 종양의 크기가 계속 
커졌다. 그에 비해 decorin, shTGFβ1 을 각각 탑재한 종양 선택적 
살상 아데노바이러스 그리고 decorin 과 shTGFβ1 두 유전자를 탑 
재한 종양 선택적 살상 아데노바이러스를 처리한 모든 그룹들은 
시간이 지날수록 종양의 크기가 점점 감소하는 것을 볼 수 있었다. 
그러나 하나의 유전자가 탑재된 바이러스를 처리한 그룹들과 두 
개의 유전자가 탑재된 바이러스를 처리한 그룹간의 종양 크기 






바이러스 확산에 도움을 주어 바이러스의 효율을 높이는 역할을 할 
것으로 생각되어 면역조직화학염색을 시행하여 효과를 확인해 보 
았다. 동물실험으로부터 유방암 조직을 얻어 아데노바이러스 5 
항체를 이용하여 실험을 시행하였다(그림 15C). PBS 를 투여한 
조직과는 다르게 종양 선택적 살상 아데노바이러스를 투여한 모든 
조직에서 아데노바이러스 5 의 발현이 잘 관찰되었다. 그러나 deco 
-rin 이 포함된 바이러스를 처리한 그룹들에서 발현량이 더 강하 
거나, 넓게 관찰되지 않았다. 따라서 decorin 이 아데노바이러스의 























그림 15. 종양 선택적 살상 아데노바이러스 제작 및 동물실험에서 
의 효과 
(A) 위에서부터 순서대로 decorin과 shTGFβ1를 탑재한 각각의 종 
양 선택적 살상 아데노바이러스, decorin과 shTGFβ1 두 유전자를 






<ITR; inverted terminal repeat, Ψ; packaging signal, U6; U6 
promoter> 
(B) BALB/c nude 암컷에 세포를 1Ⅹ107/100μl 씩 복벽에 피하주사 
하였다. 암세포 이식 후 7 일 동안 암이 형성될 때까지 관찰하였고, 
암의 크기가 50mm3 정도로 성장하면 PBS, 종양 선택적 살상 아데 
노바이러스인 dl324-sh scrambled, dl324-human decorin, dl324- 
human shTGFβ1, dl324-human decorin-human shTGFβ1 을 각각 
1Ⅹ108 PFU/50μl 용량으로 2 일에 한 번씩 총 3 회 종양 내로 투여 
하였다. (1, 3, 5 일에 바이러스 투여) 그리고 3 일에 한번씩 종양 크 
기를 측정하였다. 
(C) BALB/c nude 암컷에 MDAMB231 #2 세포를 1Ⅹ107/100μl 씩 
복벽에 피하주사 하였다. 암세포 이식 후 7 일경, 암의 크기가 
50mm3 정도로 성장하면 PBS, 종양 선택적 살상 아데노바이러스인 
dl324-sh scrambled, dl324-human decorin, dl324-human shTGF 
β1, dl324-human decorin-human shTGFβ1 각각의 바이러스를 
1Ⅹ108 PFU/50μl 용량으로 2 일에 한 번씩 총 3 회 종양 내로 투여 
하였다. (1, 3, 5 일에 바이러스 투여) 첫 번째 바이러스를 투여하고 
7일 후에 조직을 떼어내어 10% formaldehyde로 하룻밤 동안 고정 
시켰다. 파라핀조직은 항체를 사용하여 염색하였다. 사용된 항체는 
adenovirus 5 를 이용하였다.  








본 연구에서는 EGFR과 HER2가 과발현되어 있는 유방암에서 혈관 
형성을 억제하고 EGFR과 HER2에 의한 신호전달을 차단하며 바이 
러스의 확산 효율을 높여주는 decorin, 그리고 정상세포나 초기 암세 
포에서는 세포의 성장과 분화를 억제하지만 진행된 암에서는 성장과 
전이를 촉진하고 특히 유방암에서는 EGFR과 HER2 등의 RTK 활성 
을 돕는 TGFβ1 유전자를 억제하는 shTGFβ1을 탑재한 종양 선택적 
살상 아데노바이러스의 항종양 효과를 검증하고자 하였다. TGFβ는 
EGFR과 HER2를 통하여 Src을 활성화시키고 이로 인하여 Akt, Erk 
신호에 영향을 주어 종양의 생존과 증식을 증가시킨다는 연구결과가 
있고, Stat3는 Src에 직접적으로 영향을 받는 전사인자로 알려져 있 
다.32,36 그래서 같은 세포이지만 EGFR 수용체만 발현하는 세포와 
EGFR과 HER2 두 수용체를 발현하는 세포에서 이러한 신호전달을 
확인하였다. Western blot을 시행하였을 때 특이한 점은 HER2 유 
전자를 도입시킨 세포주들에서 EGFR의 발현량이 모두 증가했다는 
점이다(그림 1C, 1D). EGFR과 HER2가 모두 발현되면 heterodimer 
를 이루어 이를 통한 신호전달이 강해져 종양의 증식능력이 증가한다 
는 보고가 있다.32 이러한 이유로 HER2가 발현되었을 때 EGFR과 
HER2가 heterodimer를 이루면서 EGFR이 단백질 분해효소와 같은 
효소들에 의한 생물적 분해가 덜 일어나 발현량이 증가한 것처럼 보 
이는 것으로 여겨진다. 다음으로 군락형성분석을 하여 기존의 세포주 






때 MCF7과 MCF7 #4 세포주의 군락형성량이 MDAMB231과 MDA 
MB231 #2 세포주보다 적은 것은 세포의 성장속도가 느리기 때문 
이다(그림 2). 따라서 같은 양의 세포를 배양시켜 같은 시간 동안 
관찰했기 때문에 세포의 성장속도가 느린 MCF7과 MCF7 #4 세포 
주의 군락형성량이 훨씬 적은 것이다. 또한 BT474 에서 shHER2 
바이러스를 처리하였을 때 EGFR의 발현량이 감소되었다. 이것은 
HER2 유전자를 도입시킨 세포주들에서 EGFR의 발현량이 증가하였 
던 결과와 같은 이유라고 생각된다. 다음으로 shTGFβ1 과 shTGF- 
β2 아데노바이러스를 MCF7 #4, MDAMB231 #2 세포주에 100MOI 
처리한 뒤 Wetern blot을 시행하여 세포 내 신호전달 변화를 관찰한 
실험에서 shTGFβ1 바이러스를 처리하였을 때 감소한 phospho- 
EGFR, phospho-Src과 phospho-Stat3 신호들과 달리 phospho- 
ERK나 phospho-Akt는 증가하는 것으로 보였다(그림 7). 외부의 
스트레스에 의한 ERK의 활성화는 세포가 죽는 것을 유도하고 세포 
주기를 억제시킨다는 보고들이 있다.37,38 이러한 연구결과들을 바탕 
으로 대조군보다 활성화된 ERK의 발현은 종양 세포의 생존을 증가 
시키는 역할이 아닌 세포의 생존을 감소시키는 역할을 할 것으로 
생각된다. 그러나 shTGFβ2 바이러스를 처리하였을 때에도 ERK가 
활성화되어 있지만, 대조군에 비해 다른 세포 신호들에서는 활성화의 
변화가 거의 나타나지 않아 shTGFβ2 바이러스 처리시 활성화된 
ERK의 발현이 종양 세포의 생존에 미치는 영향은 추가 연구가 필요 






를 보호하기 위하여 신호가 활성화된다는 연구들이 있다.39 그러나 
전사인자로써 Akt에 의해 발현이 조절되며 활성화가 되어있으면 자가 
면역질환이나 암을 유발한다고 알려있는 NF-κB (Nuclear factor -κB, 
p65)40의 인산화 형태(phospho-p65)는 발현량이 대조군에 비해 감소 
되어 있었다. 따라서 약간 증가된 phospho-Akt 의 발현은 TGFβ1의 
감소로부터 세포를 보호하기 위한 작용으로 여겨지나 종양의 증식과 
성장을 증가시키지 않는 것으로 생각된다. 이와 달리 shTGFβ2 바 
이러스 처리에 의한 phospho-Akt의 증가된 발현량은 shTGFβ1 바 
이러스 처리에 의해 증가된 발현량 보다 훨씬 많고, phospho-p65의 
발현량도 감소되어 있지 않았다. 따라서 shTGFβ2 바이러스는 종양 
의 증식과 성장을 감소시키지 않는다고 생각된다. 또한 Akt와 관련 
되어 외부 스트레스에 반응하는 Hsp27과 그 상위 신호인 p38의 인 
산화 형태를 확인해본 결과 shTGFβ1 바이러스 처리시 증가되어 있 
는 것으로 나타났다. p38에 의해서 Hsp27이 인산화되면 종양의 증식 
과 성장을 억제한다는 내용의 보고들이 있다.41,42 따라서 이러한 현상 
들은 phospho-EGFR, phospho-Src, phospho-Stat3의 신호가 감소 
한 것과 같은 맥락으로 이해할 수 있겠다. 그리고 MDAMB231 #2 세 
포주에서 shTGFβ1 바이러스와 shTGFβ2 바이러스를 처리하여 군락 
형성분석을 시행한 결과는 앞선 결과와 일치함을 보여주었다(그림 8). 
생체 내에서 유전자가 탑재된 종양 선택적 살상 아데노바이러스에 
의한 항종양 효과가 개선되는지 여부를 확인하기 위하여 동물실험을 






그룹은 10일부터 서서히 증가하기 시작하여 계속 증가하는 경향을 보 
였다. NC 그룹은 어느 정도의 크기를 꾸준히 유지하다가 25일 이후 
부터 PBS 그룹과 마찬가지로 증가하는 것으로 나타났다. 그리고 각 
각의 decorin과 shTGFβ1을 탑재한 종양 선택적 살상 아데노바이 
러스 그룹들과 decorin, shTGFβ1 두 유전자가 탑재된 종양 선택적 
살상 아데노바이러스 그룹은 꾸준히 종양의 크기가 감소하는 것으로 
보였다. 그러나 감소하는 동안 세 그룹간의 차이는 거의 나타나지 
않았으며 비슷한 효과를 보였다. 이러한 이유로는 먼저 decorin과 
shTGFβ1의 항종양 효과가 비슷하기 때문이라고 생각한다. Decorin 
과 shTGFβ1은 공통적으로 EGFR과 HER2로부터 전달되는 신호를 
차단하여 항종양 효과를 나타낸다. 또한 TGFβ1이 VEGFA를 발현 
시켜서 혈관형성을 촉진한다는 연구들이 있다.43,44 그러므로 TGFβ1 
의 발현을 감소시키면 VEGFA의 발현을 억제시킴으로써 혈관형성을 
억제하므로 decorin과 같은 효과를 나타낸다. 따라서 decorin 과 
shTGFβ1 두 유전자는 종양을 억제하는데 있어서 유사한 역할을 
하기 때문에 하나의 유전자를 넣은 바이러스와 두 유전자를 넣은 바 
이러스에서 차이가 나타나지 않는 것으로 생각된다. 또 다른 이유 
로는 decorin이 바이러스의 확산에 도움을 준다는 것을 입증하지 
못했기 때문이라고 생각한다. Decorin이 바이러스의 확산에 도움을 
준다는 연구결과가 있어25, 그러한 효과를 기대하고 동물실험에서 
종양을 얻어 조직을 슬라이드로 제작하여 면역조직화학 염색을 하여 






그러나 decorin이 바이러스의 확산에 도움을 준다는 것을 입증하지는 
못했다. 이러한 효과를 관찰하지 못한 이유 중 하나로 종양 살상 
아데노바이러스를 전달체로 사용한 점을 들 수 있겠다. 종양 살상 
아데노바이러스가 세포에 감염되면 사이토카인과 케모카인들이 분비 
되어 선천면역인자들을 활성화시키고 감염된 세포로 모이도록 유도 
하며, 적응면역의 활성화를 유도한다는 연구결과들이 있다.45,46 따라 
서 동물실험에서 사용한 마우스는 T 세포(T cell)를 생산할 수 없으 
므로 활성화된 선천면역인자들이 바이러스에 감염된 종양 세포들을 
공격할 것이나, 형성된 종양의 내부로 들어오기는 어려울 것이고 
주로 외부의 종양세포들이 공격을 받을 것으로 생각된다. 그러므로 
확산된 바이러스들은 선천면역에 의한 공격을 받을 확률이 높아 




















Decorin은 종양의 혈관형성을 억제하고 EGFR과 HER2에 작용하여 
각각의 하위 신호전달을 차단하며 바이러스의 확산을 도와주는 작용 
을 한다고 알려져 있고, TGFβ는 정상세포나 초기 암세포에서는 세포 
의 성장과 분화를 억제하지만 진행된 암에서는 성장과 전이를 촉진 
하고 특히 유방암에서는 EGFR과 HER2 등의 RTK 활성을 돕는 
역할을 한다고 알려져있다. 따라서 본 실험에서는 EGFR과 HER2가 
발현되어있는 유방암에 아데노바이러스를 이용하여 decorin과 sh- 
TGFβ1 유전자를 전달하여 항종양 효과를 보고자 연구를 진행하였다. 
복제가 가능한 종양 선택적 살상 아데노바이러스들을 제작하여 동물 
실험을 진행하였고, 각각 decorin과 shTGFβ1을 탑재한 종양 선택적 
살상 아데노바이러스 그리고 decorin, shTGFβ1 두 유전자를 탑재한 
종양 선택적 살상 아데노바이러스 모두가 대조군에 비해 종양의 크기 
를 줄이는데 효과가 있는 것으로 확인되었다. 그러나 세 바이러스 
간에 항종양 효과의 차이는 볼 수 없었다. 이러한 이유로는 decorin 
과 shTGFβ1의 항종양 효과가 비슷하고, decorin에 의한 바이러스의 
확산 개선 효과가 뚜렷하지 못했기 때문이라고 생각된다. 앞으로 바 
이러스를 전달체로 여러 유전자를 도입시키는 연구에서는 서로 다른 
항종양 효과를 나타내는 유전자를 사용하여 연구를 진행 한다면 더 
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Decorin is a small leucine-rich proteoglycan that suppresses tumor 
angiogenesis, promotes virus spreading, and inhibits EGFR and 
HER2 signaling. TGFβ inhibits the growth and differentiation of 
normal cells and early cancer cells, but it stimulates the growth and 
metastasis of advanced cancer cells. In addition, TGFβ is a strong 
promoter of RTK activity, including EGFR and HER2 signaling in 
breast cancer. In this study, the anti-tumor effect of an adenovirus- 
expressing decorin and shTGFβ1 on inhibiting cancer growth, 
survival, and angiogenesis, as well as the spreading capacity of the 
oncolytic adenovirus, was investigated using breast cancer cells 






inserting the HER2 gene into the MCF7 and MDAMB231 breast 
cancer cell lines expressing EGFR. Western blot analysis revealed 
increased proliferation, survival signals, and EGFR expression in 
both produced cell lines. A clonogenic assay revealed that the 
viability of the produced cell lines was greater than that of the 
original cell lines. To confirm these results, BT474 cells expressing 
EGFR and HER2 were infected with an shHER2-expressing virus. 
Decreased kinase activity, including proliferation and survival 
signaling, and decreased EGFR expression, were observed in the 
BT474 cells, indicating that EGFR and HER2 expression influence 
each other. Therefore, when both receptors display RTK activity, 
cell viability is increased. The shTGF1-expressing virus was also 
found to be more effective at decreasing proliferation than the 
shTGF2­expressing virus in the HER2-expressing MDAMB231 cell 
lines. In addition, all HER2-expressing cell lines displayed an 
increase in EGF ligand expression. In particular, the HER2- 
expressing MDAMB231 cell lines prominently expressed EGF. 
When the HER2-expressing MDAMB231 cell lines were infected 
with the shTGFβ1-expressing virus, a rapid decrease in EGF 
expression was observed by ELISA. Further, the signal inhibitory 
effect of the shTGFβ1-expressing virus was overcome by treated 






EGFR and HER2 receptors and that it is regulated by TGFβ1. An 
subsequent immunoprecipitation experiment demonstrated a direct 
interaction between decorin and EGFR, and real-time PCR analysis 
revealed decreased TGFβ1 mRNA levels in the cells infected with 
the decorin-expressing virus. These findings support the theory 
that decorin functions as a competitive inhibitor of EGF by directly 
binding EGFR and inhibiting downstream signaling, which results in 
decreased TGFβ1 gene expression. Decorin was also found to 
decrease the expression of VEGFA and HIF1α, indicating an 
angiogenesis inhibitory effect. Consequently, a virus expressing 
decorin and shTGFβ1 was produced and confirmed that increased 
decorin expression and decreased TGFβ1 expression.  In addition, 
an oncolytic adenovirus was used in animal experiments to confirm 
its anti­tumor effect in vivo. Animal groups treated with the 
oncolytic adenovirus expressing decorin or shTGFβ1 or decorin 
-shTGFβ1 showed a greater decrease in tumor size than the PBS 
and NC treated controls. However, no differences were observed in 
the anti­tumor effect in vivo among animal groups treated with the 
oncolytic adenovirus expressing decorin or shTGFβ1 or 
decorin-shTGFβ1.  
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